Gab１（Grb２ associated binder 1)の造血および免疫応答における機能解析 by イトウ, ショウサク & 伊藤, 祥作
Osaka University
TitleGab１（Grb２ associated binder 1)の造血および免疫応答における機能解析
Author(s)伊藤, 祥作
Citation
Issue Date
Text Versionnone
URL http://hdl.handle.net/11094/43677
DOI
Rights
氏< 8]
名・伊藤祥作
博士の専攻分野の名称 博士(歯学)
学位記番号第 16922 号
学位授与年月日 平成 14 年 3 月 25 日
学位授与の要件 学位規則第 4 条第 1 項該当
歯学研究科歯学臨床系専攻
学位論文 名 Gab1 (Grb2 associated binder 1) の造血および免疫応答における機能
解析
論文審査委員 (主査)
教授恵比須繁之
(副査)
教授米田俊之 助教授村上伸也 講師中川一路
論文内容の要旨
【研究目的】
アダプタ一分子は、複数のシグナル伝達分子と会合し、下流のシグナルを制御する足場蛋白として機能する。
Gab1は、増殖因子、サイトカイン、抗原受容体の下流で機能するアダプタ一分子である。構造として、細胞膜への
局在に必要な PH ドメインと、 SHP-2や PI3キナーゼ (PI3K) との会合配列を持つ。受容体へのリガンド刺激によ
りチロシンリン酸化された Gab1は、 SHP-2や PI3K などのシグナル伝達分子を細胞膜に引き寄せ、さらに下流のシ
グナルを生み出すことがin vitroの実験により明らかにされてきた。 Gab1の in vivoにおける重要性は Gab1ノックアウ
ト (Gab1一/一)マウスが胎生期致死であったことにより示された。そして Gab1一/一マウス胎仔由来の線維芽細胞の解
析により、増殖因子やサイトカイン受容体からのシグナルにおいて、 Gab1は MAP キナーゼ ERK の活性化を正に
制御していることが明らかとなった。しかしながら、造血・免疫系における役割は依然不明であるo
本研究では、 Gab1-/一胎仔肝細胞を致死量X線照射マウスに移入して再構成マウスを作製し、血球発生および免疫
応答における Gab1の機能を明らかにすることを目的とした。
【研究方法】
1.胎仔肝細胞による血球系の再構成 :X線照射 (13Gy) した B6C3F1マウス (H_2b/k) に、胎生14.5 日の Gab1+/+ 
および Gab1-/ーマウスの肝細胞 (H-2b) を経静脈的に移入して再構成マウスを作製した。
2. フローサイトメトリー:各リンパ組織より調整した細胞を、 FITC、 PE、 Quantum Red、 APC で標識された各
種細胞表面抗原特異的抗体で染色した。ビオチシ標識抗 H-2Kk抗体と FITCーまたは APC-標識ストレプトアビジンで
レシピエント由来の細胞を除外した。
3. 2 型胸腺非依存性 (TI-2) 抗原応答:再構成マウスに TNP-Ficol1 20μg を腹腔内投与し、 1 週間毎に採血したo
ELISA 法にて血中の抗原特異的な抗体濃度を測定した。
4. 牌臓凍結切片の免疫組織染色:適法により凍結切片を作製し、 FITC 標識抗 IgM 抗体と辺縁帯の間質細胞特異
的な抗 MAdCAM-1抗体で蛍光二重染色した。抗 MAdCAM-1抗体の結合はビオチン標識抗ラット IgG 抗体とロー
ダミンストレプトアビジンにて検出した。
5. Gab1遺伝子発現の解析: Gab1 +/マウスの牌臓凍結切片上で基質 X-gal を反応させ、 Gab1ターゲッティングベ
クターに組み込まれた βーガラクトシダーゼ遺伝子を発現する細胞の局在を解析した (X-gal 染色)。さらに牌臓 B細
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胞サブセットである辺縁帯 B 細胞 (CD45R+CD21 ++CD23-) と鴻胞 B細胞 (CD45RrCD21 +CD23+) をセルソータ­
F ACSV antage にて分離精製後、 RNA を抽出し Gabl特異的なプライマーを用いた RT-PCR により Gabl遺伝子の
発現を調べた。
6. 牌臓 B 細胞の増殖能:再構成マウスの牌臓より B細胞を精製し、ヤギ F (ab')2 抗マウス 19M 抗体、 LPS、抗
CD40抗体、 anti-δ ・dextran の存在下で 3 日間培養し、 [3HJ ーチミジンの取り込みを計測した。 Tl-2抗原と類似した
刺激を B細胞抗原受容体に与える試薬として、抗マウス 19D 抗体を dextran に結合させた anti-δ ・・・dextran を使用
し fこ。
7. in vitro 抗体産生能:牌臓 B細胞を anti-δ-dextran と 1L-5、 1L-4の組み合わせで刺激した。 6 日間培養後の上
清を回収し、 EL1SA 法にて 19M と IgGlの産生量を測定した。
8. Gablを強制発現させた Gabl-/-B 細胞の抗体産生能:レトロウイルスベクターを用いて野生型 Gablの cDNA
を Gabl-/ 牌臓 B 細胞に導入し、 anti-δ-dextran+ 1L-4 + 1L-5存在下で 6 日間培養した。培養上清を回収し EL1SA
法にて 19M と 19G1の産生量を測定した。 r
【結果および考察】
1.骨髄においてプレ B 細胞 (CD45R+1gM-) の割合の減少と、赤芽球 (TER119+) および好中球 (Gr-l+CDll 
b+) の割合の増加が認められた。腹腔においては成熟マクロファージ (F4/80+CDllbつが増加していた。牌臓の細
胞構成および組織構築は正常であった。
2. Gabl-/一再構成マウスを Tl-2抗原で免疫した結果、抗原特異的な 19M と 19G1の産生増強が認められた。一方、
T1-1抗原や胸腺依存性抗原に対する応答は正常であった。
3. Gabl +/マウス牌臓切片に X-gal 染色を行ったところ、 X-gal 陽性細胞が辺縁帯と赤牌髄に局在していた。また、
セルソーターにて分離精製した辺縁帯 B 細胞と鴻胞 B 細胞における Gabl遺伝子の検索により、辺縁帯 B 細胞に
Gabl遺伝子の特異的な発現を認めた。これらの結果から、辺縁帯 B細胞特異的に発現する Gablの欠損により、 in
vivo の TI-2抗原応答が増強している可能性が示唆された。
4. Gabl +/+および Gabl十牌臓 B細胞のヤギ F (ab')2 抗マウス 19M、 LPS、抗 CD40、 anti-δ-dextran 刺激に対
する増殖能を調べた結果、差異は認められなかった。しかし、 anti司 δ-dextran+ 1L-4 + 1L-5刺激による牌臓 B細胞
の抗体産生能を調べた結果、 19M と 19G1の産生が Gabl-/ー牌臓 B 細胞で増強していた。また、 Gabl-/-B 細胞に
Gabl遺伝子を強制発現させると抗体産生の増強は抑制された。これらの結果から、 Gablは B 細胞の分化を抑制性に
制御していることがわかった。
【結論】
アダプタ一分子 Gablは、血球発生に必須でないものの、 B前駆細胞およびミエロイド系細胞の分化段階で機能す
ることが示唆された。さらに、 Gablは辺縁帯 B細胞に特異的に発現し、 TI-2抗原応答において 19M および IgGl ク
ラスの抗体産生を抑制性に制御していることを明らかにした。
論文審査の結果の要旨
本研究は、造血に関与する様々なサイトカインや抗原受容体からの刺激によりチロシンリン酸化をうけるアダプタ一
分子 Gablの造血および免疫応答における機能について検索したものである。その結果、 Gablは血球発生に必須では
ないものの、 B前駆細胞およびミエロイド系細胞の分化過程で機能することが示唆された。さらに、 Gablは牌臓辺
縁帯 B細胞に特異的に発現し、本細胞が関与する 2 型胸腺非依存性抗原応答を抑制性に制御している分子であること
を明らかにした白
以上の研究結果は、 2 型胸腺非依存性抗原応答の制御機構の解明に重要な知見を提供するものであり、本研究は博
士(歯学)の学位授与に値するものと認めるo
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